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ABSTRACT 
Insufficient efficiency and safety of cellular probiotics encourages the search 
for new effective means of correction of microecological disorders. Most of the 
beneficial effects of probiotics are due to the biological activity of their 
structural components and metabolites. Recently, great hope is pinned on 
postbiotic products as a means of restoring the balance of intestinal microbial 
populations. The data obtained in this experimental study demonstrate the 
ability of cell-free extracts from Bifidobacterium bifidum 1 and Lactobacillus 
reuteri DSM 17938 cultures, cultivated in their own disintegrates supplemented 
with ascorbic acid, to provide anti-infection protection and correct 
microecological disturbances at modeling an infectious process against a 
background of antibiotic-induced dysbiosis in mice. The beneficial effects of 
cell-free extracts showed up in the acceleration of the pathogen elimination and 
an increase in the number of representatives of the positive intestinal 
microbiota. The results of the study justify the need for further clinical trials to 
determine the therapeutic efficacy of cell-free extracts when included in the 
protocols of dysbiosis treatment. 
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Робота є фрагментом НДР «Мікробіологічна характеристика нових структурно-
метаболітних комплексів лакто- та біфідо-пробіотиків» 0119U100686. 
Вступ. Поширеність дисбактеріозів серед населення Східної Європи сягає 90% [1]. До 
найбільш частих причин розвитку кишкового дисбіозу належать інфекції, вживання ліків та 
незбалансована дієта [2, 3]. Особливе значення має нераціональне застосування антибіотиків, 
яке сприяє не лише поширенню антибіотик-асоційованих дисбактеріозів серед населення, але й 
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формуванню у мікроорганізмів стійкості до антибіотиків [4]. Збільшення кількості 
резистентних до антимікробних засобів штамів призводить до зростання захворюваності та 
смертності від інфекційних захворювань [5].  
Основні мікробіологічні ознаки дисбіозу: зменшення кількості корисних бактерій 
(Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus та ін.), експансія патобіонтів (Enterobacteriaceae, 
Pseudomonadaceae, Staphylococcus та ін.), зменшення мікробного різноманіття та порушення 
мікробного метаболізму [3, 6]. Мікроекологічний дисбаланс супроводжується порушеннями 
механізмів вродженого та адаптивного імунного захисту, розвитком запалення в слизовій 
оболонці кишечника з активацією процесів оксидації, ослабленням і підвищеною проникністю 
кишкового бар’єру для продуктів запалення, мікробних токсинів, підвищенням ризику 
мікробної транслокації та метаболічними змінами запального характеру [6].  Зазначені події є 
важливою патогенетичною ланкою розвитку не лише запальних захворювань кишечника, а й 
метаболічних (діабету та ожиріння), алергічних, автоімунних, серцево-судинних, 
нейродегенеративних, ракових та інших захворювань [7]. Недостатня ефективність, безпечність 
та складність існуючих методів корекції мікроекологічних порушень робить необхідним 
продовження пошуку нових ефективних засобів. Більшість сприятливих ефектів пробіотиків 
обумовлені біологічною активністю їх структурних компонентів та продуктів обміну [8, 9]. 
Тому в останні роки великі сподівання покладаються на постбіотичні продукти як засоби 
відновлення балансу мікробних популяцій кишечника, запобігання і лікування інфекцій 
шляхом збільшення колонізації слизових оболонок корисними для здоров’я коменсальними 
видами бактерій та посилення захисних властивостей імунної системи. А пробіотичні бактерії 
розглядають як цінне джерело біологічно активних дериватів [10, 11].  
Для налагодження промислового виробництва постбіотичних засобів необхідними є 
науково і економічно обґрунтований спосіб отримання пробіотичних похідних та достатня 
доказова база їх біологічної активності, лікувальної ефективності та безпеки. Нами були 
розроблені оригінальні способи одержання дериватів пробіотичних штамів Bifidobacterium 
bifidum 1 і Lactobacillus reuteri DSM 17938 та в експериментах in vitro отримані дані, що 
демонструють високу інгібіторну щодо патобіонтів, стимуляторну щодо пробіотичних бактерій 
та імуномодуляторну активність дериват-вмісних безклітинних екстрактів (БКЕ) [12, 13, 14, 
15]. Зважаючи на те, що активність in vitro не можна ототожнювати з активністю in vivo, перед 
нами постало завдання дослідити ефективність застосування БКЕ при інфекційному процесі та 
дисбіозі у лабораторних тварин. 
Мета дослідження. Встановити здатність БКЕ з культур B. bifidum 1 та L. reuteri DSM 
17938 з високою інгібіторною активністю щодо патобіонтів здійснювати протиінфекційний 
захист та корегувати мікроекологічні порушення in vivo при експериментальному моделюванні 
кишкової інфекції у мишей на тлі антибіотик-асоційованого дисбіозу. 
Матеріали і методи. Дослідження з використанням лабораторних тварин були 
проведені на базі віварію ДУ «ІМІ НАМН» у відповідності до положень вітчизняних і 
міжнародних біоетичних документів: IV «Європейської конвенції про захист хребетних тварин, 
які використовуються в експериментальних та інших наукових цілях» (Страсбург, ETS 123, 
1986), законодавчих документів України з проведення експериментів на тваринах: «Загальні 
етичні принципи експериментів на тваринах», ухвалені Першим національним конгресом з 
біоетики (20.09.2001), методичні рекомендації [16] та були ухвалені Комітетом з біоетики 
Інституту. Тварини утримувалися у стандартних умовах віварію. В дослідженні були задіяні 44 
миші обох статей, віком 2 місяці, вагою 22,0 ± 2,0 г, розподілені на 4 групи: 2 дослідні і 2 
контрольні (позитивна і негативна), по 11 тварин у кожній. У тварин позитивної контрольної та 
дослідних груп було відтворено дисбактеріоз.  
Для відтворення антибіотик-асоційованого дисбактеріозу кишечника у мишей в 
експерименті було обрано спосіб, описаний і запатентований Дармовим І. В. зі співавторами [17]. 
Спосіб моделювання дисбактеріозу передбачав щоденне пероральне одноразове введення тваринам 
впродовж 5 діб 0,1 мл розчину антибіотика з групи аміноглікозидів – гентаміцину у дозі, що 
перевищувала добову терапевтичну дозу аміноглікозидів для мишей при парентеральному введенні 
більш ніж у 4,8 рази і становила 2,9 мг (29 мг гентаміцину на 1 мл ізотонічного розчину натрію 
хлориду). Гентаміцин при пероральному введенні практично не всмоктується в шлунково-
кишковому тракті і викликає мікроекологічні порушення в кишечнику. Згідно з літературними 
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даними, після попередньої індукції антибіотиками дисбіозу пероральне введення мишам будь-якого 
штаму Staphylococcus aureus у дозі 107 КУО викликає інфекційний процес з підгострим перебігом 
[18]. Дизайн нашого експерименту передбачав інфікування мишей двох дослідних та позитивної 
контрольної групи пероральним введенням 0,5 мл суспензії S. aureus AТСС 25923 (3×108 КУО/мл) 
через дві доби після закінчення введення антибіотика.  
Миші двох дослідних груп щоденно отримували перорально БКЕ МВА та MLA у дозі 
100 мкг. БКЕ МВА був отриманий з культури B. bifidum 1, а БКЕ MLA з культури L. reuteri 
DSM 17938, що культивувалися у власних дезінтегратах з додаванням аскорбінової кислоти (20 
мг/мл) методом, описаним раніше [12].  
У дослідних та позитивній контрольній групах тварин реєстрували клінічний перебіг 
захворювання. Критеріями оцінки перебігу інфекційного процесу були: зміни поведінки та 
втрата маси тіла тварин, зменшення обʼєму спожитої їжі, ознаки дисфункції кишечника (діарея 
або помʼякшення фекалій). Неінфікованих та інфікованих мишей зважували перед 
інфікуванням та кожні 24 години впродовж 7 днів після інфікування. Розраховували показник 
маси тіла за формулою: М/Мп × 100 %, де М – маса тварин в день зважування, Мп – маса 
тварин в день інфікування.  
Зміни складу кишкової мікрофлори у мишей, спричинених дисбіозом та інфекційним 
процесом, зокрема, за умови введення БКЕ, досліджували за допомогою бактеріологічного 
методу. Бактеріологічне дослідження фекалій здійснювали перед відтворенням антибіотик-
асоційованого дисбактеріозу, через 2 доби після закінчення введення антибіотика, на 2-у, 3-ю, 
5-у, 7-у добу перебігу змодельованого інфекційного процесу на тлі антибіотик-асоційованого 
дисбактеріозу. Визначали загальну кількість бактерій та кількість окремих представників 
кишкової мікрофлори: біфідо-, лактобактерій і стафілококів у фекаліях. Відібрані від кожної 
тварини фекалії зважували та суспендували у стерильному ізотонічному розчині натрію 
хлориду (1г : 10 мл). Готували ряд десятикратних розведень суспензії фекалій та здійснювали 
висів у поживні середовища: тіогліколеве середовище,  середовище Mанна-Рогоза-Шарпа 
(Biolife; Італія); біфідум-середовище («Фармактив», Україна) і жовтково-сольовий агар. Посіви 
інкубували впродовж 24-48 годин за температури 37°С, після чого проводили підрахунок 
колоній, що виросли. З урахуванням маси фекалій від кожної тварини та числа колоній, що 
виросли, розраховували кількість бактерій на 1 г фекалій (КУО/г).  
Отримані показники в таблицях і на рисунках представлені як середнє значення зі 
стандартним відхиленням (x ± SD), n – відповідає кількості дослідних тварин. Результати 
аналізували за допомогою однофакторного дисперсійного аналізу ANOVA з подальшим 
застосуванням t-критерію Стьюдента з корекцією Бонферроні. Значення р < 0,05 вважали 
статистично значущим. 
Результати досліджень. 
Отримані на 2-у добу після закінчення введення гентаміцину результати 
бактеріологічного дослідження фекалій свідчили про розвиток дисбактеріозу кишечника у 
мишей (табл. 1). В середньому на 4 порядки зменшилася загальна кількість бактерій (до ~ 105 
КУО/г фекалій), кількість біфідобактерій (до ~ 102 КУО/г фекалій), лактобактерій (до ~ 104 
КУО/г фекалій) та спостерігалася поява стафілококів (до ~ 102 КУО/г фекалій). 
Таблиця 1. Кількість життєздатних бактерій у фекаліях здорових мишей та у мишей з 
дисбіозом на 2-у добу після закінчення введення антибіотика, (x ± SD), n=11 
Кишкова мікрофлора 
Групи тварин 
здорові з дисбіозом 
Заг. кількість бактерій, КУО/г фекалій 5,82 ± 0,51 × 109 2,3 ± 0,21 × 105* 
Біфідобактерії, КУО/г фекалій 6,19 ± 0,54 × 106 2,2 ± 0,17 × 102* 
Лактобактерії, КУО/г фекалій 2,30 ± 0,18 × 108 1,62 ± 0,09 × 104* 
Стафілококи, КУО/г фекалій – 1,0±0,12 × 102 
Примітка. * – відмінності статистично значущі порівняно з показниками у групі 
здорових тварин. 
Як відомо, клінічні прояви дисбіозу можуть значно варіювати. В нашому експерименті 
ознаки дисфункції кишечка або зміни поведінки тварин не спостерігалися. Негативним наслідком 
дисбактеріозу є формування сприятливого підґрунтя для розвитку інфекційного процесу в 
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кишечнику. Наступним етапом експерименту було моделювання у мишей інфекційного процесу 
в кишечнику на тлі антибіотик-асоційованого дисбіозу. Після інфікування S. aureus у мишей 
групи позитивного контролю спостерігалося значне збільшення виділення стафілококів з 
фекаліями (рис. 1). На 2-у добу бактеріовиділення становило ~ 108 КУО/г фекалій. Інтенсивність 
виділення стафілококів з часом зменшувалася, досягаючи на 7-у добу ~ 103 КУО/г фекалій. За 
умови застосування БКЕ MBА та MLА показники бактеріовиділення були на 2-3 порядки 
нижчими порівняно з відповідними показниками у групі позитивного контролю протягом усього 
періоду спостереження. На відміну від групи позитивного контролю, в обох дослідних групах 
тварин на 7-у добу виділення стафілококів з фекаліями було відсутнім.  
 
Рис. 1. Вплив БКЕ на динаміку виділення стафілококів з фекаліями у тварин, інфікованих 
культурою S. aureus на тлі антибіотик-асоційованого дисбіозу, (x ± SD), n=11. 
Примітка. ПК – група тварин позитивного контролю; МBA, MLA – дослідні групи тварин, 
яким вводили БКЕ; відмінності статистично значущі порівняно з: * – показниками у групі ПК; 
# – показниками у дослідній групі тварин, яким вводили БКЕ МВА. 
Загальна кількість бактерій у фекаліях мишей позитивної контрольної групи впродовж 
всього періоду від інфікування до 7-ї доби зменшувалася з ~ 108 КУО/г фекалій до ~ 105 КУО/г. 
Кількість біфідо- та лактобактерій у фекаліях мишей групи позитивного контролю впродовж 
всього періоду спостереження була стабільною і не перевищувала ~ 102 та ~ 104 КУО/г фекалій, 
відповідно.  
Введення дослідних екстрактів інфікованим S. aureus мишам із антибіотик-
асоційованим дисбіозом сприяло підвищенню загальної кількості бактерій: до ~ 107 КУО/г 
фекалій за умови застосування БКЕ MBА та до ~ 108 КУО/г фекалій за умови застосування БКЕ 
MLА. У разі введення БКЕ МВА кількість біфідобактерій зросла з ~ 102 до ~ 104 КУО/г фекалій, 
а кількість лактобактерій з ~ 104 до ~ 106 КУО/г фекалій. За умови застосування БКЕ МLА 
кількість біфідо- і лактобактерій до 7-ї доби збільшилася на 3 порядки, досягаючи кількості ~ 
105 та ~ 107 КУО/г фекалій, але не досягаючи їх кількості у здорових тварин. Очевидно, для 
повного відновлення кількості біфідо- і лактобактерій у мишей необхідним було більш тривале 
введення БКЕ в експерименті. Але тенденція до відновлення нормального мікроекологічного 
балансу у кишковому біотопі дослідних тварин була достатньо вираженою.  
При порівнянні ефективності застосування БКЕ з B. bifidum та і L. reuteri за кількісними 
показниками бактеріовиділення та відновлення вмісту позитивної мікрофлори виявлені 
очевидні переваги БКЕ MLA перед БКЕ МВА. За умови застосування БКЕ MLA 
спостерігалися: на порядок нижчий ступінь бактеріовиділення, вищий ступінь відновлення 
загальної кількості бактерій, зокрема, лакто- і біфідобактерій (табл. 2). Данний ефект можна 
пояснити більш високим інгібіторним потенціалом БКЕ MLA по відношенню до S. aureus та 
більш потужною здатністю стимулювати ріст пробіотичної мікрофлори. 
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Таблиця 2. Кількість життєздатних бактерій у фекаліях різних груп мишей на 7-у добу 
стафілококової інфекції на тлі антибіотик-асоційованого дисбіозу (x ± SD), n=11 
Групи тварин 
Кількість бактерій, КУО/г- фекалій 
загальна біфідобактерій лактобактерій 
Інтактні (НК) 4,77 ± 0,38 × 109 6,54 ± 0,67 × 106 3,40 ± 0,2 × 108 
Дисбіоз + інфекція (ПК) 1,33 ± 0,11 × 105# 2,9 ± 0,22 × 102# 2,17 ± 0,16 × 104# 
Дисбіоз + інфекція + БКЕ 
МВА 
3,9 ± 0,17 × 107#* 3,4 ± 0,25 × 104#* 5,71 ± 0,43 × 106#* 
Дисбіоз + інфекція + БКЕ 
МLА 
6,8 ± 0,38 × 108#* 2,2 ± 0,17 × 105#* 4,62 ± 0,09 × 107#* 
Примітка. Відмінності статистично значущі порівняно з: # – показниками у групі тварин 
НК, * – показниками у групі тварин ПК. 
В ході дослідження у тварин позитивної контрольної групи спостерігалося статистично 
значуще зниження ваги з 1-ї по 5-у добу після інфікування, із нормалізацією даного показника 
тяжкості перебігу інфекційного процесу на 7-у добу спостереження (рис. 2). В 1-у та 2-гу добу 
у тварин цієї групи спостерігали рідкі випорожнення, на 5-у добу – пом’якшення фекалій. В 1-у 
добу після інфікування реєструвалося деяке зниження об’єму споживання їжі. Порівняно з 
групою позитивного контролю у тварин дослідних груп, які перорально отримували БКЕ МВА 
та MLA, спостерігалося достовірно менше зниження маси тіла в критичні перші дні 
інфекційного процесу, не спостерігалося змін поведінки та консистенції фекальних мас.  
 
Рис. 2. Вплив БКЕ МВА та МLА на динаміку маси тіла мишей, інфікованих S. aureus на тлі 
антибіотик-асоційованого дисбіозу, (x ± SD), n=11. 
Обговорення результатів. Таким чином, результати експериментального дослідження 
дозволяють стверджувати, що БКЕ з культур B. bifidum та L. reuteri, отриманих при 
культивуванні у власних дезінтегратах з додаванням аскорбінової кислоти, є перспективними 
засобами нормалізації складу кишкової мікрофлори. Про це свідчить виявлена здатність БКЕ 
прискорювати елімінацію збудника інфекційного процесу, сприяти відновленню кількісного 
вмісту представників позитивної мікрофлори кишечника та полегшувати перебіг інфекційного 
процесу. Одержані в даному дослідженні ефекти добре узгоджуються з отриманими нами 
раніше результатами вивчення бактеріотропних та імунотропних властивостей БКЕ і, очевидно, 
обумовлені здатністю БКЕ стимулювати проліферацію та біоплівкоутворення власної 
«корисної» індигенної мікрофлори, сприяти її приживленню у біоплівках, пригнічувати 
проліферацію умовно-патогенних бактерій та їх здатність до колонізації, а також справляти 
антиоксидантний вплив та чинити імуномолуляторну дію на клітини вродженого імунітету. 
Результати нашого дослідження підтверджують той факт, що для отримання пробіотичних 
ефектів не обов’язковим є збереження цілісності і життєздатності пробіотичних бактерій. Така 
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думка вже висловлювалася іншими авторами і була не безпідставною [19, 20]. Низка 
дослідників при застосуванні термічно інактивованих пробіотичних бактерій, супернатантів та 
бактеріальних екстрактів отримали пробіотичні ефекти на рівні кишечника [21, 22]. Очевидно, 
що ці ефекти були обумовлені біологічною активністю (імуномодуляторною, протизапальною 
та інгібіторною щодо патогенів) структурних компонентів та метаболітів, що вивільнялися зі 
зруйнованих клітин під час дезінтеграції або продукувалися бактеріями під час культивування. 
Висновки. Безклітинні екстракти з культур B. bifidum 1 та L. reuteri DSM 17938, 
одержані з додаванням аскорбінової кислоти на етапі культивування, які в попередніх 
експериментах in vitro виявили високу інгібіторну активність щодо патобіонтів, в даному 
дослідженні продемонстрували здатність здійснювати протиінфекційний захист та корегувати 
мікроекологічні порушення in vivo при експериментальному моделюванні кишкової інфекції на 
тлі антибіотик-асоційованого дисбіозу у мишей. Корисні ефекти безклітинних екстрактів 
полягали в прискоренні елімінації збудника інфекції та збільшенні чисельності представників 
позитивної мікробіоти кишкового біотопу. Результати дослідження обґрунтовують 
необхідність проведення подальших клінічних випробувань для визначення ефективності 
безклітинних екстрактів при включенні їх у протоколи лікування дисбактеріозу. 
Конфлікт інтересів відсутній. 
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